







学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与 年月 日
学位授与 の要 件
学 位 論 文 題 目
うお たに かず みち
魚 谷 和 道
農 学 博 士
農 第222号
昭 和57年3月11日
学 位 規 則 第5条 第2項 該 当
新 エ ス テ ラ ー ゼ 阻 害 物 質 エ ス テ ラ ス チ ン
お よ び エ ベ ラ ク ト ン に 関 す る 研 究
論 文 審 査 委 員(主 査)
教 授 目 黒 熈 教 授 安 元 健
教授 金 田 尚 志
一167一
論 文 内 容 要 旨
生 物 の 特 徴 は複 雑 な酵 素 反 応 か ら成 る代 謝系 を 有 して い る こ とで あ る。 この代 謝系 は 内 分
泌 系 、 自律 神 経 系 な ど の働 らき と協 同 して全 体 の 動 的 平衡 を 作 りあ げ 生 体 の ホメ オ ス タ ー シ
スの 維 持 に役 立 っ て い る。 生 体 の動 的平 衡 の乱 れ に よ り起 る さ ま ざ まの 病 気 を 理解 し、 そ の
治 療 を 考 え る には 生 体 内 で の酵 素 な らび に阻 害 物 質 の 役 割 を 明ち か に す る こ とが 必要 で あ る。
一 方
、 微 生 物 が さ ま ざま の有 機 化 合 物 を産 生す る と い う こ とは 、 梅 沢 らの 抗 生 物質 の 研 究
で 明 らか に され た。 梅 沢 、 青柳 らは これ らの知 見に基 づ き、 薇 生 物 培養 液 中 に酵 素阻 害物 質
を 探 索 す る研 究 を 開始 じ、 これ まで に50種 以 上 の 阻 害 物 質 を 発 見 して きた。 さ らに 青 柳 ら
は・ 各 種 細 胞 表 面 の酵 素活 性 を 調 べ た結 果・ ア ミノ ペ チ ダ ーゼ ・ ホ ス7ア タ ーゼ ・ エ ス テラ ー
ゼ な どが 存 在 す る こ とを 明 らか に'し、 これ らの酵 素 あ 阻 害 物 質 と して ア マ ス タ チ ン(ア ミノ
ペ プ チ ダ ー ゼA阻 害物 質)、 ベ スタ チ ン(ア ミノ ペ プ チ ダ ーゼB阻 害 物 質)、 ホ ル フ ェニ シ
ン(ア ル カ リホ スフ ァ ター ゼ阻 害物 質)を 発 見 した。 これ らの 阻 害 物 質 はい ず れ も免 疫 調 節
作 用 を 有 す る こと か ら、 細 胞 表 面 に 存在 す る酵 素 に対 す る阻 害 物 質 と細 胞 機 能 との 関 係 を 明
らか にす る こ とが重 要 で あ る。 σ
著 者 は 細 胞 膜 酵 素 に対 す る阻 害 物 質 研 究 の 一環 と して 、 エ ス テ ラ ーゼ に対 す る阻 害 物 質 を
微 生 物 培 養 液 中 に探 索 し、 β 一 ラ ク トン構 造 を有 す る新 規 化 合 物 エ ステ ラス チ ン、 エベ ラク
トンAお よ び エベ ラク トンBを 発 見 した(図1)。
β 一 ラ ク トンを 有 す る天 然 化 合 物 と して は これ ま で 図2に 示 す4種 の 化 合 物 が 知 られ て い
るの み で あ り、 エ ステ ラス チ ンお よ び エ ベ ラ ク トンA、Bは 放 線 菌 が 生 産 す る β 一 ラ ク トン
化合 物 と して は 初 め て 発 見され た も の で あ る。
本 論 文 は エ ス テ ラーゼ 阻 害 物 質 と して 得 られ た エ ス テ ラ ス チ ンお よ び エベ ラク トンA、B
の探 索 、 培 養 、 単 離 精 製 、 理 化 学 的 性 状 、構 造決 定 、 生合 成 お よび 生 物 活 性 な ど につ い て述
べ た もの で あ り、 そ の概 略 を以 下 に 記 す。
第 一 章 エ ス テ ラ ーゼ 阻 害 物 質 の 探 索
エステラーゼ阻害物質を微生物培養液中に探索する方法を確立 し(図3)、 系統的に調べ
た結果、約800株 の被検菌株のうち微生物化学研究所構内の土壌か ら採取 されたMD4-
C1株 が、さ らに約300株 の被検菌株のうち埼玉県、立正大学構内の土壌から採取 された
MG7-G1株 が培養液中にエステラーゼ阻害物質を産生 していることを認めた。予備抽出
試験の結果、これ ら2株 の産生するエステラーゼ阻害物質はいずれも中性の脂溶性物質であ
ることが推定でき、前者をエステラスチン、後者をエベ ラク トと命名し、以下の研究を行 っ
た。
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第 二 章 エ ス テ ラ ス チ ン
本 章 で はMD4-C1株 か ら得 られ た エ ス テ ラス チ ンに 関 して、 培 養 条 件 、 抽 出精 製 法 、
理 化 学 的性 状 お よ び 構 造 決 定 につ い て述 べ る。
エ ス テ ラス チ ンは フ ラ ス コ培 養 お よ び タ ン ク培 養 に よ って生 産 され る。 培 養 の経 時 変 化 を
図4に 示 す。 エ ステ ラ ス チ ンはMD4-C1株 の 菌体 か らメ タ ノ ール に よ って抽 出 し、 シ リ
カ ゲ ル カ ラム ク ロマ ト、セ フ ァデ ッ クスLH-20カ ラム ク ロマ トお よ び シ リカ ゲ ル カ ラム ク
ロマ ト(乾 式 法)を 行 う こ と に よ り単 離 した(図5) 。
エ ス テ ラ ス チ ンの 理 化 学 的 性 状 は 表1に 示 す
。 エ ス テ ラス チ ンは 融 点99～100'Gの 無色
粉 末 と して 得 られ 、 水 お よ びn一 ヘ キ サ ンに は 不 溶 で あ るが、 一般 の 有 機 溶 剤 に は可 溶 で あ
る。
エ ス テ ラス チ ンの 構 造 研 究 は 図6に 示 す 接触 還 元 、 ア ル カ リ分解 、 メ タ ノ リシ ス、 熱 分 解
な どの 化 学 的 方 法 お よ び1R、NMR、MSな どの スペ ク トル 解 析 に よ って行 な い、 さ らに、
NMRに よ る立 体 配 座 解 析 な ど か ら立 体 構 造 を 明 らか に した。 す なわ ち エ ス テ ラス チ ンの絶
対 構 造 は(23、3ε 、5ε 、7Z、10Z)一5一 〔(3)一2-Acetoamido-3-
carbamoylpropionyloxy)一2-hexyl-3一 一hydroxy-7,lp-hexadecadien-
oilclactone(図2)と 決 定 した。
第 三 章 エ ベ ラ ク ト ン
本 章 で は 扁G7-G1株 か ら 得 られ た エ ベ ラ ク ト ンAお よ び エ ベ ラ ク ト ンBに 関 し て 、 培
養 条 件 、 単 離 精 製 法 、 理 化 学 的 性 状 、 構 造 決 定 さ ら に 生 合 成 に つ い て 述 べ る。
エ ベ ラ ク ト ンAお よ び エ ベ ラ ク ト ンBは フ ラ ス コ培 養 お よ び タ ン ク培 養 に よ って 生 産 さ れ
る。 培 養 の 経 時 変 化 は 図7に 示 す 。 エ ベ ラ ク ト ンAお よ び エ ベ ラ ク トンBはMG7-G1株
の 培 養 済 液 お よ び 菌 体 か ら酢 酸 ブ チ ル に よ っ て 抽 出 し 、 シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トお よ び 逆
相 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トに よ る 単 離 し た(図8)。.
エ ベ ラ ク ト ンAお よ び エ ベ ラ ク トンBの 理 化 学 的 性 状 は 表2に 示 す 。 い ず れ も メ タ ノ ー ル
ー 水 か ら無 色 の 針 状 結 晶 と して 得 ら れ 、 エ ベ ラ ク トンAは 融 点86℃ 、 エ ベ ラ ク ト ンBは 融
点77℃ を 示 す 。 エ ベ ラ ク ト ンAお よ びBは 水 、n一 ヘ キ サ ン に は 不 溶 で あ る が 、 そ の 他 一
般 の 有 機 溶 剤 に は 可 溶 で あ る 。
エ ベ ラ ク ト ンAお よ びBの 構 造 研 究 は 主 と してPMR、CMR解 析 お よ び エ ベ ラ ク トンA
の 接 触 還 元 、 メ タ ノ リ シ ス 、 ア セ チ ル 化 な ど に よ っ て 行 な い 、 エ ベ ラ ク ト ンAの 構 造 は3,
11-Dihydroxy-2,4,6,8,10,12-hexamethyl-g-oxo-g-tetradec-
enoic1,3-lactone,エ ベ ラ ク ト ンBの 構 造 は2-Ethy1-3,11-dihydroxy-
4,6,8,10,12-pentamethyl-9-oxo-6-tetradecenoic1,3-lactoneと
決 定 し た(図2)。
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エベ ラ ク トンAの 立 体 化 学 は、 エ ベ ラ ク トンAをP一 プ ロ ムベ ンゾ イ ル体 に誘 導 し、 そ の
X線 解 析 を行 な うこ と に よ り(23、33、43。8π 、10ε 、111～ 、12」?)一(Eと 決 定 し
た。p一 プ ロムベ ンゾ イ ル エベ ラ ク トンAのX線 解 析 図 は 図9に 示 す。・
エベ ラ ク トンAお よ びBの 生 合 成 は、 マ ロ ン酸 経 路 で 合 成 され る と推 定 され た の で、MG
7-G1株 の 培 養 液 中 に 〔1-13C〕 酢 酸 ナ トリウ ム、 〔1-13C〕 プ ロ ピ オ ン酸 ナ ト リ
ゥム また は 〔1.13C〕 鰍 ナ トリウ ムを添 力・し、 ・の 培 鰍 か ら抽 踊 製 す る と と}・よ り
13Cで ラベ ル され た エ ベ ラ ク トンAお よ びエ ベ ラ ク トンBを 得 た
。 それ らのCMRを 解 析 す
る こ とに よ り、 エベ ラ ク トンAは 酢 酸1分 子 と プ ロ ピオ ン酸6分 子 か ら、 エベ ラク.トンBは
酢 酸1分 子 、プ ロ ピオ ン酸5分 子 お よ び酪 酸1分 子 とか ら、 それ ぞ れ0骨 格 が生 合 成 さ れ る
こ と を 明 らか に した(図10)。
第 四 章 エ ス テ ラ ス チ ン お よ び..エベ ラ ク トン の 生 物 活 性
本 章 は エ ス テ ラス チ ンお よ び エ ベ ラク トンAとBの 酵 素 阻 害 活 性 、 阻 害 型 式 、 構 造 と活 性
の相 関 につ い て述 べ る。 エ ス テ ラス チ ンお よ び エ ベ ラ ク トンA、Bの 各 種酵 素 に対 す る阻 害
活 性 は表3に 示 した。 エ ス テ ラス チ ンは ブ タ膵 臓 リパ ーゼ を 強 力 に阻 害 し、 そ の阻 害 形 式 は
拮 抗 阻 害 で あ る。一 方 、 エベ ラク トンAお よ びBは い ず れ も ブ タ肝 臓 エ ス テ ラ ーゼ お よ び ブ
タ膵 臓 リパ ーゼ を 強 力 に阻 害す る。 エ ベ ラ ク トンAお よ びBの ブ タ肝 臓 エ ス テ ラー ゼ に対 す
る阻 害形 式 は 拮 抗 阻 害 で あ る。 ま た 、エ ス テ ラス チ ンお よ び エ ベ ラ ク トンAとBの 構 造 に含
まれ て い る β 一 ラ ク トンが阻 害 活 性 発 現 に必 須 で あ る こ とを 明 らか に した。 さ らに、 エ ベ ラ
ク トンAとBは 、 化 学 走 性 機 構 に 関与 す る と考 え られ る ホル ミル メ チ オ ニ ンア ミノペ プ チ ダ
ーゼ を強 力 に 阻 害 し
、そ の阻 害 型 式 は 非拮 抗 阻 害 で あ る こ とを 認 め た。
エ ステ ラス チ ンお よ び エ ベ ラ ク トンAとBは 、 細 胞 膜酵 素 阻 害 物 質 で あ る ア マ ス タ チ ン、
ベ ス タチ ン、 ホル フ ェニ シ ソな ど と同様 に免 疫 調 節 作 用 を 有 す る(表4)。 細 胞 膜 上 に存 在
す る酵 素 に対 す る阻 害 物 質 は免 疫 応 答 と密 接 な 関 係 に あ る こ と を 明 らか に した。 ま た エ ス テ
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審 査 結 果 の 要 旨
本 論 文 は 生 体 中 で 代 謝 に重 要 な役 割 を もつ エ ス テ ラ ー ゼ を 微量 で 阻害 す る新 物 質 エ ス テ ラス チ
ン及 び エ ベ ラ ク ト ンの二 ら を 微生 物 中 に発 見 し,そ の単 離 構 造 決 定 及 び生 合 成 の機 構 を 明 らか
に した もの で あ り,微 生 物 学 的 に も天 然物 有機 化 学 的 に も高 い評 価 が 与 え られ,又 生 体 内の 代 謝 ・
調 節 等 へ の 応 用 の 可 能 性 を有 し,極 め て興 味 深 い もの で あ る。 本 研 究 で は約11000株 以上 の各 種
微 生 物 中 よ り放 線 菌 二 種 に 強 い エ ス テ ラー ゼ活 性 を 認 め,各 々 よ り別 々 の活 性 物 質 を抽 出 した。
同物 質 はい ず れ も従 来 知 られ て い な い 物 質 で,強 い 活 性 を示 す にか か わ らず 培 養液 中 の量 は極 め
て 少 な くそ の 単 離 に は 多 大 の 努 力 を必 要 と した。
エ ス テ ラス チ ンの 構 造 研 究 は接 触 還 元,ア ル カ リ分解,メ タ ノ リシ ス,熱 分 解 な どの 化 学 的方
法 及 びIR,NHR,MSな どの ス ペ ク トル解 析 によ って 行 な わ れ,さ らにNMRに よ る立 体 配 座解
析 な ど か ら立 体 構 造 を 明 らか に した。 す な わ ち,エ ス テ ラ ス チ ンの 絶 対 構 造 は(2S,3S,5S,
7Z,10Z)一5一 〔(S)一2-Acetoamido-3-cartamsylpropinyloxy〕 一2-he)Ψ1-3-hydroxy
-7
,10-he)②de(adiemiclact㎝eと 決 定 さ れ た。
又,エ ベ ラ ク トンA及 びBの 構 造研 究 は主 と してPMR,CMR解 析 及 び エベ ラク トンAの 接 触
還 元,メ タ ノ リ シス,ア セ チル 化 な ど に よ って行 な い,エ ベ ラク トンAの 構 造 は,3,11-Di㎏ 一
droxy-2,4,6,8,10,12-hexanBthyl-9-o)◎ 一6-tetradecensic1,3-1actone,エ ベ ラク トン
Bの 構 造 は2-Ethyl-3,11-dih:}droxy-4,6,8,10,12-pentalnethyl-9-o)⑩ 一6-tetradece-
noic1,3-lactσneと 決 定 さ れ た。
興 味 深 い こ とに は,こ れ らの 化 合 物 は い ず れ も β 一 ラ ク トン環 を 含 み,エ ス テ ラー ゼ 阻害 活 性
へ の 同 構造 の 関 連 が 明 らか に さ れ た。 又,エ ベ ラ ク ト ンにつ いて は1℃ で ラベル した物 質 を 用 い た
生 合 成 経 路 も明 らか に され た。 これ らの研 究 は 論 文 審 査 の 結 果 学 術 的 価 値 と高 い 独 創 性 を 有 し,
農 学 博 士 の 学 位 を授 与 す る に十 分 で あ る と認 定 した 。
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